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优化海兔肝蛋白质组提取与分离技术
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摘要 :为了提高海兔肝脏蛋白质组的提取及研究效率 ,本文描述和比较了 3种提取海兔肝脏蛋白质组的方法 :裂解液浸
泡 -超速离心 ,丙酮 - TCA沉淀 -裂解液浸泡 ,裂解液浸泡 - 丙酮 - TCA - 裂解液溶解. 然后采用常规 SDS2PAGE双向
电泳对提取出的蛋白质进行检验 ,用 Melanie 4 Trial软件分析电泳图谱 ,通过对蛋白质分辨率和斑点总数的比较 ,选出一
种更适合海兔肝蛋白质的提取方法. 结果表明采用丙酮 - TCA沉淀 - 裂解液浸泡法提取海兔肝蛋白质所得的双向电泳
图谱不论从蛋白质斑点分辨率还是总数上都优于其他两种方法 ,更适合提取分离海兔肝脏蛋白质.
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泳技术 [ 2, 3 ] ,但进行适当优化.
丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、三羟甲基氨基甲烷
( Tris)、二硫苏糖醇 (DTT)、超纯尿素 ( urea)、NON IDE2
TP240 (NP240)、CHAPS均购自上海生工 ;载体两性电
介质 (pH 3～9, pH 5～8, pH 4～6)购自北京军事医学
科学院 ;胰蛋白酶 (V5111)购自 Promega公司 ; SDS分
子量标准购自 Fermentas公司 ;α2氰 242羟肉桂酸 ( HC2
CA)购自美国 ICN生物医学公司.
1. 2　分离蛋白质组的基本仪器设备
双向电泳槽 : DYCZ226型多用途电泳槽 ,北京六一
仪器厂 ;垂直电泳槽 : DYCZ224型 , DYCZ224A型 ,北京
六一仪器厂 ;水平脱色摇床 : WD29405B 型 ,北京六一
仪器厂 ,沃德生物医学仪器公司 ; SCP55H超速冷冻离
心机 : H itachi,日本.
1. 3　溶液的配制
(1) 样品裂解液 [ 4 ] : 7 mol/L 尿素 , 4% CHAPS, 2
mol/L硫脲 , 60 mmol/L DTT, 10 mmol/L Tris, 1 mmol/L
EDTA, 1 mmol/L PMSF, 0. 5% CA, 0. 0002%溴酚蓝 ).
分装 , - 20 ℃保存待用.
(2) 有机溶剂提取液 ( 10% TCA /丙酮 ) :称 10 g
TCA,加 100 mL丙酮溶解 , - 20℃保存待用.
(3) 平衡液 : 50 mmol/L Tris2HCl pH 8. 8、6 mol/L
尿素、30% 甘油、2% SDS, - 20℃保存. 使用前 10 mL
平衡液存储液加 100 mg DTT.
(4) SDS分离胶缓冲液 : 1. 5 mol/L Tris2HCl ( pH
8. 8)、0. 4% SDS的水溶液.
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(5) SDS浓缩胶缓冲液 : 0. 5 mol/L Tris2HCl ( pH
6. 8) , 0. 4% SDS的水溶液.
(6) IEF胶条配方 [ 1 ] : 1. 10 g超纯尿素 , 394μL
双蒸水 , 400 μL 10% NP240, 266 μL 单体储液
(29. 1%丙烯酰胺 /0. 9%甲叉丙烯酰胺 ) , 100μL载
体两性电解质 , 4μL TEMED , 2μL 10% APS,待溶解
完全后灌制直径 2 mm高 13 cm的凝胶柱 (2根量 ).
(7) SDS均一胶配方参见文献 [ 1 ].
(8) 银染溶液和保存液参见文献 [ 6 ].
1. 4　海兔肝脏蛋白质组的分离提取
根据文献 [ 3 ] , [ 7 ] , [ 8 ]和 [ 9 ]总结挑选出以下 3
种方法进行比较优化 :
(1)裂解液浸泡 -超离心法
取 40 mg海兔肝脏组织 ,并以体积比 1∶5加入 200
μL裂解液 ,震荡混匀 ,随后置于 4 ℃下 8～10 h. 其间
定期震荡 ,以便裂解液与肝脏碎片充分混匀 ;促使最大
程度地释放蛋白质. 次日对破碎样品进行高速 (12 000
g)离心 10 m in,去除不溶性细胞碎片等 ,收集上清液
- 80℃保存备用.
(2)丙酮 2TCA沉淀 -裂解液浸泡法
取 40 mg海兔肝脏组织放入 2 mL离心管中 ,用 2
mL 10%丙酮 2TCA溶液 - 20℃沉淀 4 h,以 12 000 g高
速离心 10 m in,随后分离沉淀. 用 - 20℃冷丙酮清洗沉
淀 3～4次 ,去除 TCA. 紧接着在 4℃冰箱内风干样品.
按体积比 1∶8加入裂解液 ,并在 4℃下放置 2～4 h待
沉淀绝大部分溶解后 , - 80℃保存备用.
(3)裂解液浸泡 - 丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液溶解
法
取 40 mg海兔肝脏组织 ,并以体积比 1∶5加入 200
μL裂解液 ,震荡混匀 ,置于 4℃下约 8～10 h,定期震
荡. 12 000 g离心 ,取上清 ,取 2 mL 10%丙酮 2TCA溶
液 - 20 ℃沉淀 4 h,以 12 000 g离心 10 m in,随后分离
沉淀. 用 - 20℃冷丙酮清洗沉淀 3～4次 ,去除 TCA. 紧
接着在 4 ℃冰箱内风干样品. 最后按体积比 1∶10加入
裂解液 ,并在 4℃下放置 2～4 h,待沉淀绝大部分溶解
后 , - 80 ℃保存备用. 将以上处理好的 3种样品溶液
(各 200μL)分别置于 5 mL超离离心管中 ,以 350 000
r/m in (130 000 g)速度离心 65 m in. 随后收集上清样
品 ,置于 - 80℃冷藏备用.
1. 5　双向电泳
(1) 等电聚焦电泳
按照 1. 3 (6)配方配置凝胶液 ,将凝胶液灌入孔径
为 0. 7 mm的玻璃管中 ,制成 150 mm ×0. 7 mm的柱状
胶条. 在上样之前 ,先加 15μL的样品裂解液进行预电
泳 ,其过程按照以下步骤进行 : 1) 200 V, 15 m in; 2) 300
V, 30 m in; 3) 400 V, 60 m in. 预电泳结束后 ,将柱中的
裂解液抽出 ,换上样品液 ,进行电泳 : 1 ) 400 V , 4 h;
2) 600 V , 18 h.
(2) SDS2PAGE
按照 SDS均一胶的配方配置凝胶液 ,将凝胶液灌
入预先准备的玻璃板中 ,制成 200 mm ×200 mm ×0. 7
mm的 SDS2聚丙烯酰胺凝胶. 将平衡后的胶条转移到
SDS凝胶上 ,并在胶条上覆盖一层加有溴酚蓝的 0. 5%
琼脂糖 ,在 140 V的恒定电压下进行 SDS凝胶电泳. 待
溴酚蓝前沿到达凝胶底端时 ,停止电泳.
1. 6　银染和 SDS胶的保存
参照文献 [ 5 ]和 [ 6 ]的银染方法进行染色. 染色
后 ,利用图像扫描仪对 SDS凝胶进行透射扫描 ,所得
的图谱以 Melanie 4 Trial软件进行图像分析. 之后用保




参考文献 [ 4 ]和 [ 7 ] ,本次实验在原配方尿素的基
础上增加 2 mol/L硫脲成分和 4% CHAPS (两性离子
表面活性剂 ) ,它能有效溶解疏水蛋白 ,提高双向电泳
分离效果. 采用 DTT浓度为 60 mmol/L时 , SDS2PAGE
分离胶条纹最少 ;如果添加少量载体两性电解质 (小
于 1% ) ,将有助于减少蛋白质 2基质间的疏水相互作
用 ,有利于蛋白质溶解. 加 Tris调整 pH至碱性 ,以使
载体两性电解质能与核酸有效结合 ,并通过超速离心
途径去除核酸. 经优化后 ,最终选用 10 mmol/L Tris, 1





1) 把原始的凝胶浓度从一般的 5%降到 4. 5% ,
减少了大分子蛋白向周围的扩散迁移 ,也防止过低浓
度造成凝胶刚性不足难以进行分离胶分离和处理. 优
化后电泳分离条件为 : 400 V , 4 h; 600 V, 18 h.






获得图 1～3结果. 选用 Melanie 4 Trial软件分析总结
后 ,获得结果如表 1所示. 从中可看出 ,采用 3种不同




图 1　采用裂解液浸泡 - 丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液溶解法提取
海兔肝蛋白质组后所获得的双向凝胶电泳图
Fig. 1 　U sing the hydrolyzate buffer to marinate and then using
TCA /acetone buffer to sedimentate and next using the
hydrolyzate buffer to dissolve, finally to hypervelocity2cen2
trifugate
注 :Mm =Molecular mass
比较图 1～3结果后 ,作者发现选用裂解液浸泡
- 丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液溶解法所提取的蛋白质 ,
经 SDS2PAGE双向电泳分离后的图谱 ( Fig. 1 ) ,横竖
条纹都较少 ,而且蛋白斑点更清晰 ,故推测该方法所
获得蛋白质样品中的糖类、核酸及酯类含量相对较






Fig. 2　U sing the hydrolyzate buffer marinating2hypervelocity cen2
trifugation
注 :Mm =Molecular mass
采用裂解液浸泡―超离心法提取的海兔肝蛋白质
组 ,采用相同于图 1的 SDS2PAGE双向电泳分离技术
分离后 ,可获得图 2结果. 此方法由于操作步骤最少 ,







图 3　采用丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液浸泡 - 超离心法提取海兔
肝蛋白质组后所获得的双向凝胶电泳图
Fig. 3　U sing TCA /acetone buffer to sedimentate2the hydrolyzate
buffer to dissolve2hypervelocity centrifugation
注 :Mm =Molecular mass
采用丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液溶解 - 超速离心法
提取海兔肝蛋白质组样品后 ,并采用相同的双向凝胶





高 ,其分离效果要比图 2更佳 ,也适合蛋白质组学研究.
根据上述图 1～3结果和采用 Melanie 4 Trial软件
分析蛋白质斑点数后 ,其分析结果总结在表 1. 从表 1
可看出 , 采用丙酮 2TCA沉淀 - 裂解液溶解 - 超速离
心法和裂解液浸泡 -超离心法所获得海兔肝蛋白质斑
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表 1　3种提取海兔肝组织蛋白质组双向电泳蛋白质斑点比较
Tab. 1　The difference results among the three methods of extracting the p roteom ics of the A plysia′s liver
Method Spots MaxGray Cols Rows PixW idth PixHeight
1 481 255 4187 3960 42 42
2 515 255 3012 2865 64 64
3 516 255 3052 2800 353 353
　　　　　Method 1: 裂解液浸泡 -丙酮 TCA沉淀 -裂解液溶解 -超速离心法 ,
　　　Method 2: 裂解液浸泡 -超速离心法 ,
　　　Method 3: 丙酮 2TCA沉淀 -裂解液溶解 -超速离心法.
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Op t im ized Techn iques of P ro teom e E x trac t ion and
S ep a ra t ion f rom th e Ap lys ia′s L ive r
L I Zh i2dan, BAO X iao2dong, HUAN G H ui2y ing, HUAN G H e2q ing3
(D epartm en t of B iochem is try and B io technology, Schoo l of L ife Sc iences, X iam en U nivers ity, X iam en, 361005, China)
A b s t ra c t: To enhance p roductiv ity of p ro te in extracting and to reduce the in te rfe rence of im purity, w e take three m ethods of p ro te in ex2
traction from the liver tissue of Ap lys ia. The first m ethod is the hydrolyza te buffer m arina ting2hyperveloc ity cen trifugation; The sccond is
to use TCA / acetone buffe r to sedim entate2the hydro lyzate buffe r to disso lve2hyperve loc ity centrifuga tion. A nd the last one is to use the
hydro lyzate buffe r to m arina te, then use TCA / acetone buffer to sed im enta te, and nex t use the hydro lyzate buffe r to d isso lve, f ina lly to hy2
perveloc ity2centrifugate. A nd then I take the SD S 2PAG E tw o dim ensiona l ge l e lec trophores is to separa te the p ro teom ics of the Ap lysia′s
liver, and use the M elanie 4 Trial to detec t the p lot , and then choose the be tter m ethod to op tim ize the condition of extracting p ro te in of the
p lo t. The results te ll us that the m ethod of using TCA / acetone buffe r to sedim enta te - the hydrolyza te buffer to d issolve2hyperve locity
centrifugation is be tter than those tw o. The chosed be tte r m ethod p rovides the technology of ex trac ting and separa ting the p rote ins of the
Ap lysia′s liver. So it w ill he lp us to investiga te depper in the p ro teom ics realm.
K e y w o rd s: Ap lysia liver; SD S 2PA G E tw o dim ensiona l ge l e lec trophores is; d is tilling and separating; op tim izing techno logy of extrac2
ting p roteom ics; p roteom ics
